异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是血液系统恶性肿瘤患者的有效治疗方法。血小板减少是allo-HSCT后常见的并发症，如持续孤立性血小板减少症（prolonged isolated thrombocytopenia, PT）或继发性血小板恢复失败（secondary failure of platelet recovery, SFPR）。PT最早在1985年被提出[@b1]，后被定义为HSCT后3个月以上PLT≤80×10^9^/L，其余血细胞均恢复正常，并且没有明确的引起血小板减少的原因（植入失败、潜在恶性肿瘤复发、药物等）[@b2]。SFPR指移植后血小板重建后再次出现PLT\<20×10^9^/L连续7 d或需要血小板输注维持PLT\>20×10^9^/L[@b3]。以往多项研究显示，HLA全相合allo-HSCT后血小板减少是影响患者总生存（OS）的危险因素[@b3]--[@b4]。为分析单倍型造血干细胞移植（haplo-HSCT）后血小板减少的预后意义，我们对92例haplo-HSCT患者进行回顾性分析。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2011年6月至2018年8月于郑州大学第一附属医院血液科造血干细胞移植中心接受haplo-HSCT且移植后生存期≥60 d的92例血液病患者纳入本研究。男59例，女33例，中位年龄22（4\~62）岁；急性髓系白血病（AML）36例，急性淋巴细胞白血病（ALL）47例，骨髓增生异常综合征（MDS）7例，慢性髓性白血病（CML）2例；供受者ABO血型相合52例，ABO血型次侧不合22例，ABO血型主侧不合14例，ABO双侧血型不合4例。92例患者均为外周血造血干细胞移植。一般资料详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 92例单倍型造血干细胞移植血液病患者的一般资料

  指标                                          结果               
  --------------------------------------------- ------------------ ------------
  性别［例（%）］                                                  
                                                男                 59（64.1）
                                                女                 33（35.9）
  年龄［例（%）］                                                  
                                                \<14岁             19（20.7）
                                                14～40岁           62（67.4）
                                                \>40岁             11（11.9）
  疾病诊断［例（%）］                                              
                                                ALL                47（51.1）
                                                AML                36（39.1）
                                                MDS                7（7.6）
                                                CML                2（2.2）
  急性白血病移植前疾病状态［例（%）］                              
                                                ≤2个疗程CR~1~      62（74.7）
                                                ≥3个疗程CR~1~      6（7.2）
                                                ≥CR~2~             14（16.9）
                                                NR                 1（1.2）
  供、患者ABO血型［例（%）］                                       
                                                血型相合           52（56.5）
                                                主侧不合           14（15.2）
                                                次侧不合           22（23.9）
                                                双侧不合           4（4.3）
  移植物单个核细胞［×10^8^/kg，*M*（范围）］    5.8（2.8～13.5）   
  移植物CD34^+^细胞［×10^6^/kg，*M*（范围）］   6.6（1.6～24.0）   

注：AML：急性髓系白血病；ALL：急性淋巴细胞白血病；MDS：骨髓增生异常综合征；CML：慢性髓性白血病。CR~1~、CR~2~分别为第1、2次完全缓解；NR：未缓解

2．供者及外周血干细胞采集：供受者HLA位点高分辨配型结果5个位点相合51例，6个位点相合11例，7个位点相合13例，8个位点相合9例，9个位点相合8例；男供男46例，男供女24例，女供男13例，女供女9例；父亲供子女42例，母亲供子女13例，子女供父母10例，同胞供者27例。

应用重组人粒细胞集落刺激因子（5.0\~7.5 µg·kg^−1^·d^−1^每12 h皮下注射1次）进行造血干细胞动员，应用COBE Spectra血细胞分离机采集外周血造血干细胞。

3．预处理方案：采用改良Bu-Cy+ATG方案[@b5]：①阿糖胞苷（Ara-C）4 g·m^−2^·d^−1^，−10 d、−9 d；②白消安（Bu）0.8 mg/kg每6 h 1次，−8 d\~−6 d；③环磷酰胺（Cy）1.8 g·m^−2^·d^−1^，−5 d、−4 d；④兔抗人胸腺细胞球蛋白（ATG）2.5 mg·kg^−1^·d^−1^，−5 d\~−2 d；⑤司莫司汀250 mg/m^2^，−3 d。给药方式均为静脉滴注。

4．GVHD的预防与治疗：应用环孢素A（CsA）+霉酚酸酯（MMF）+短程甲氨蝶呤（MTX）预防GVHD。

5．造血功能重建标准：造血功能重建指标[@b6]：中性粒细胞绝对计数（ANC）≥0.5×10^9^/L连续3 d为粒细胞植活；PLT≥20×10^9^/L连续7 d且脱离血小板输注为血小板植活。

根据+60 d及+100 d血小板计数水平将患者分为血小板减少组（PLT≤29×10^9^/L）、血小板恢复不良组（PLT 30×10^9^/L\~\<80×10^9^/L）和血小板恢复良好组（PLT≥80×10^9^/L）。

6．随访：随访数据来自住院及门诊病历，随访截止日期为2018年8月15日。OS时间定义为造血干细胞回输至患者死亡或随访截止的时间。对于失访患者，生存期以末次随访时间为准。无病生存（DFS）时间定义为造血干细胞回输至复发或完全缓解期间死亡的时间。非复发死亡定义为+28 d内任何原因引起的死亡或+28 d后非复发原因造成的死亡。

7．统计学处理：应用SPSS 22.0软件进行统计学分析。计量资料比较采用独立样本*t*检验，以Mean±*S~D~*描述，计数资料比较采用χ^2^检验或Fisher确切概率法；OS、DFS、复发、非复发死亡率采用Kaplan-Meier曲线或累积事件发生率计算；累积发生率用Mean±*S~E~*表示，采用Log-rank检验进行单因素分析。多因素分析采用Cox回归分析，检验水准为*α*=0.05，以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．造血重建：92例（100%）患者粒细胞均成功植活，中位植入时间为13（9\~50）d；86例（93.5%）患者血小板植活，中位植入时间为16.5（9\~79）d。

全部92例患者+60 d中位ANC为2.5（0.2\~14.7）×10^9^/L，中位HGB为98.5（49\~143）g/L，中位血小板计数为56.5（7\~259）×10^9^/L。81例患者移植后生存\>100 d，+100 d中位ANC为2.8（0.1\~16.9）×10^9^/L，中位HGB为95（56\~152）g/L，中位血小板计数为62（10\~204）×10^9^/L。

+60 d全部患者均存活，患者血小板减少、血小板恢复不良的发生率分别为23.9%、48.9%，中性粒细胞减少的发生率为21.7%。+100 d 81例患者存活，血小板恢复不良、血小板减少的发生率分别为38.3%、17.3%，中性粒细胞减少的发生率为25.9%。

2．移植疗效：92例患者中位随访时间240（60\~1 808）d，截至随访结束，复发25例（27.2%），因复发死亡18例（19.6%），非复发死亡25例（27.2%）。移植后1年OS率、DFS率、累积复发率、非复发死亡率分别为（51.4±5.7）%、（47.8±5.7）%、（35.7±6.2）%、（27.7±5.3）%，3年OS率、DFS率、累积复发率、NRM分别为（46.0±5.9）%、（38.4±5.9）%、（45.0±7.3）%、（35.4±6.3）%。

3．+60 d不同血小板水平患者的预后比较：全部92例患者移植后生存均超过60 d，其中血小板减少组22例，血小板恢复不良组45例、血小板恢复组25例。血小板减少组、血小板恢复不良组、血小板恢复组中位血小板计数分别为17.5（7\~29）×10^9^/L、56（31\~79）×10^9^/L、116（84\~259）×10^9^/L。血小板减少组6例血小板未达植入标准，中位血小板植入时间长于血小板恢复不良组和血小板恢复组\[25（11\~79）d对18（10\~38）d，*P*=0.036；25（11\~79）d对13（9\~42）d，*P*=0.007\]，血小板恢复不良组血小板植入时间也长于血小板恢复组\[18（10\~38）d对13（9\~42）d，*P*=0.036\]。

血小板减少组1、3年OS率均低于血小板恢复不良组\[（27.2±10.1）%对（68.9±8.5）%，*P*\<0.001；（20.4±9.6）%对（60.3±9.3）%，*P*\<0.001\]，也低于血小板恢复组\[（27.2±10.1）%对（54.2±10.5）%，*P*=0.004；（20.4±9.6）%对（48.1±10.6）%，*P*=0.002\]。血小板减少组1年、3年DFS率低于血小板恢复不良组\[（26.4±10.1）%对（58.9±8.7）%，*P*\<0.001；（19.5±9.6）%对（44.4±9.8）%，*P*\<0.001\]，也低于血小板恢复组\[（26.4±10.1）%对（48.4±10.5）%，*P*=0.012；（19.5±9.6）%对（43.0±10.3）%，*P*=0.006\]。血小板减少组1、3年NRM均高于血小板恢复不良组\[（66.7±11.7）%对（15.5±6.5）%，*P*\<0.001；（75.0±11.4）%对（28.7±8.8）%，*P*\<0.001\]，也高于血小板恢复组\[（66.7±11.7）%对（23.9±9.6）%，*P*=0.002；（75.0±11.4）%对（32.4±11.7）%，*P*=0.001\]。三组间复发率差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）。血小板恢复不良组与血小板恢复组OS率、DFS率、NRM差异均无统计学意义。

单因素分析显示，+60 d PLT≤29×10^9^/L是影响OS、DFS和NRM的危险因素。与血小板减少组相比，血小板恢复不良组和血小板恢复组OS率增高\[*HR*=0.23（95%*CI* 0.11\~0.47），*P*\<0.001；*HR*=0.33（95%*CI* 0.16\~0.70），*P*=0.003\]，DFS率增高\[*HR*=0.31（95%*CI* 0.16\~0.61），*P*=0.001；*HR*=0.19（95%*CI* 0.16\~0.76），*P*=0.006\]，NRM降低\[*HR*=0.14（95%*CI* 0.05\~0.36），*P*\<0.001；*HR*=0.22（95%*CI* 0.08\~0.58），*P*=0.006\]。

4．+100 d不同血小板水平患者的预后：移植后生存期\>100 d的81例患者中，血小板减少组14例，血小板恢复不良组31例，血小板恢复组36例。血小板减少组中位血小板计数为23（10\~29）×10*9*/L，中位血小板植入时间为20（11\~41）d；血小板恢复不良组中位血小板计数为52（31\~74）×10*9*/L，中位血小板植入时间为19（10\~79）d；血小板恢复组中位血小板计数为119（83\~204）×10*9*/L，中位血小板植入时间为14（9\~42）d。血小板恢复组血小板植入时间短于血小板减少组、血小板恢复不良组（*P*=0.016，*P*=0.033），血小板恢复不良组与血小板减少组血小板植入时间差异无统计学意义（*P*=0.840）。

血小板减少组1、3年OS率均低于血小板恢复组\[（38.5±13.5）%对（73.7±8.9）%，*P*=0.003；（19.2±15.3）%对（65.3±9.6）%，*P*=0.001\]，血小板减少组3年OS率也低于血小板恢复不良组\[（19.2±15.3）%对（50.5±10.6）%，*P*=0.021\]，血小板减少组与血小板恢复不良组1年OS率差异无统计学意义\[（38.5±13.5）%对（60.6±10.1）%，*P*=0.058\]；血小板减少组1、3年DFS率均低于血小板恢复组\[（38.5±13.5）%对（63.6±9.3）%，*P*=0.008；（19.2±15.3）%对（53.1±10.4）%，*P*=0.003\]，血小板减少组与血小板恢复不良组1、3年DFS率差异无统计学意义\[（38.5±13.5）%对（49.6±9.8）%，*P*=0.108；（19.2±15.3）%对（40.0±10.0）%，*P*=0.090\]；血小板减少组1、3年NRM均高于血小板恢复不良组\[（48.7±15.8）%对（20.1±8.2）%，*P*=0.034；（74.4±19.8）%对（26.8±9.9）%，*P*=0.014\]，也高于血小板恢复组\[（48.7±15.8）%对（18.1±7.4）%，*P*=0.010；（74.4±19.8）%对（24.0±8.9）%，*P*=0.003\]；三组间复发率差异均无统计学意义，血小板恢复不良组与血小板恢复组OS率、DFS率、NRM差异均无统计学意义。

单因素分析结果显示，+100 d PLT≤29×10^9^/L是影响OS、DFS和非复发死亡的危险因素。与血小板减少组相比，血小板恢复不良组和血小板恢复组OS率增高\[*HR*=0.37（95%*CI* 0.16\~0.87），*P*=0.023；*HR*=0.22（95%*CI* 0.08\~0.54），*P*=0.001\]；与血小板减少组相比，血小板恢复组DFS率增高\[*HR*=0.27（95%*CI* 0.12\~0.68），*P*=0.004\]；血小板恢复不良组和血小板恢复组非复发死亡风险均比血小板减少组降低\[*HR*=0.28（95%*CI* 0.09\~0.85），*P*=0.024；*HR*=0.18（95%*CI* 0.06\~0.58），*P*=0.004\]。

讨论 {#s3}
====

血小板减少是影响allo-HSCT预后的重要不良因素[@b3]--[@b4],[@b7]--[@b10]，可能与GVHD、血小板免疫性破坏、免疫调节或病毒诱导的血小板生成受抑有关[@b11]--[@b12]。Song等[@b13]报道allo-HSCT后，相对于移植物功能良好患者和健康对照者，孤立性血小板减少症患者骨髓中具有更高比例的Th1、Tc1细胞，导致骨髓微环境中Th1/Th2、Tc1/Tc2比值增高。Th1细胞通过分泌IL-2、IFN-γ来诱导细胞毒性T细胞和巨噬细胞活化，从而帮助杀死血小板，Tc1细胞可产生穿孔素和颗粒酶，诱导血小板破坏和巨核细胞成熟异常[@b14]。

First等[@b1]首先描述了两种不同的血小板减少症：暂时性和持续性。暂时性血小板减少症指在+40 d血小板计数可达100×10^9^/L，而+40 d\~+70 d又下降至（10\~45）×10^9^/L，至+90 d血小板计数恢复到正常，这种暂时性血小板减少对预后没有影响；持续性血小板减少症指移植后4个月内血小板计数一直未达到100×10^9^/L，这类患者死亡率明显增高，并且与Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD和慢性GVHD发生率呈正相关。Kim等[@b9]研究认为+60 d的血小板计数能反映+40 d\~+70 d血小板恢复水平，是一个重要的时间节点，在63例（59例为全相合供者移植）接受PBSCT的血液病患者中+60 d血小板减少是非复发死亡、机会感染的独立危险因素，与严重的急性GVHD及慢性GVHD的发生明显相关。

移植后100 d内影响患者预后的因素复杂，包括急性GVHD、血小板减少、机会感染、病毒感染等合并症，而急性GVHD、病毒感染等又会影响血小板计数水平。林志娟等[@b7]报道移植后继发性血小板减少（PLT\<20×10^9^/L）在单倍型造血干细胞移植中发生病率明显高于全相合造血干细胞移植，单因素及多因素分析均显示巨细胞病毒（CMV）感染是继发性血小板植入功能不良的危险因素，急性GVHD是继发性血小板减少的独立危险因素。Akahoshi等[@b3]的研究也显示急性GVHD、ATG、更昔洛韦/缬更昔洛韦的应用与继发性血小板恢复失败的风险增加相关。所以+100 d内血小板减少可以单独发生，也可能是多种因素的共同结果。Bolwell等[@b10]分析107例接受亲缘或非亲缘全相合骨髓移植的患者，发现+100 d血小板减少是患者死亡的重要危险因素，+100 d的血小板计数水平对生存有重要预后意义。

单倍型移植急性GVHD的发生率较高，外周血造血干细胞移植后慢性GVHD及血小板减少症的发生率也高于骨髓移植。我们的研究数据也证实haplo-PBSCT后外周血细胞减少是haplo-HSCT的常见表现，以血小板恢复不良表现最明显，+60 d和+100 d血小板计数的中位值分别为56.5（7\~259）×10^9^/L、62（10\~204）×10^9^/L，与文献[@b7]报道的结果一致。Sohn等[@b8]报道allo-HSCT后90 d PLT\<100×10^9^/L的发生率为38.8%，本研究结果与之基本一致。本研究中所有患者预处理均包含ATG。文献报道ATG的应用与继发性血小板减少的风险增加相关，小鼠模型研究表明，调节性T细胞在预防自身免疫介导的血小板减少症中发挥关键作用[@b15]，延迟的免疫重建，包括体外去除T细胞的调节性T细胞，都可能导致继发性血小板减少的风险增加。所以较高的急性GVHD发生率，外周血造血干细胞及ATG的应用都可能增加haplo-HSCT后血小板减少的发生率。

本研究+60 d血小板减少组与血小板恢复不良组及血小板恢复组比较，OS和DFS率显著降低、NRM显著增高；同样，+100 d血小板减少组与血小板恢复不良组及血小板恢复组比较，OS率显著降低，NRM显著增高，与文献[@b9]--[@b10]全相合外周血造血干细胞移植或骨髓移植的结果一致。

综上所述，本组病例结果初步显示+60 d和+100 d PLT≤29×10^9^/L是haplo-HSCT患者OS、DFS和非复发死亡的危险因素。上述结果尚需大样本及多中心研究结果进一步验证。
